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В последние десятилетия в научном
мире растет интерес к изучению биохи%
мических механизмов действия экзоген%
ных и эндогенных соединений в опытах
in vitro. Кроме безусловно важных вопро%
сов биоэтики [1], росту количества и ка%
чества таких исследований способству%
ют развитие молекулярной биологии и
генной инженерии, которые предостав%
ляют принципиальную возможность по%
лучать культуры клеток с заданными
свойствами. Кроме того, использование
различных моделей в опытах in vitro по%
зволяет раскрыть механизмы процессов,
которые часто невозможно исследовать
и выделить в условиях in vivo [2, 3].
Живые организмы представляют
собой чрезвычайно сложные функцио%
нальные системы, состоящие из многих
десятков тысяч генов, белковых молекул,
молекул РНК, небольших органических
соединений, неорганических ионов и
комплексов, которые в органах и систе%
мах многоклеточного организма про%
странственно компартментализованы с
помощью мембран. Чрезвычайная слож%
ность живых организмов часто является
барьером для идентификации отдельных
компонентов и исследования их основ%
ных биологических функций. Основное
преимущество работы in vitro заключает%
ся в том, что она позволяет упростить
изучаемую систему, давая возможность
сосредоточить внимание на небольшом
количестве компонентов [4, 5].
В то же время, такое упрощение
системы приводит к тому, что опыты in vi3
tro имеют ряд существенных ограниче%
ний. Основным недостатком таких опы%
тов является сложность экстраполяции
полученных in vitro результатов на орга%
низм в целом, что при интерпретации
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результатов, иногда может привести к
ошибочным выводам о действии иссле%
дуемого вещества на уровне организма
[6]. Поскольку мы хорошо понимаем, что
живой организм в целом не является
механической суммой составляющих его
частей, и подходим к интерпретации на%
ших опытов in vitro с диалектических по%
зиций, мы рассматриваем эти опыты как
этап изучения отделенной части систе%
мы, который позволит упростить и конк%
ретизировать объект исследования, а
также существенно уменьшить влияние
посторонних факторов на изменение по%
казателей в результате действия иссле%
дуемого вещества. Мы считаем, что при
таком подходе использование опытов in
vitro для выяснения некоторых конкрет%
ных механизмов взаимодействия ве%
ществ на молекулярном и клеточном
уровне является биологически и эконо%
мически обоснованным.
Известно [7], что для металлотионе%
ина (МТ) основным местом синтеза яв%
ляется печень, объектом исследования
стала культура фетальных фибробластов
печеночной ткани крыс. Целью нашего
исследования было сравнительное изу%
чение дозозависимой экспрессии генов
МТ%1а и МТ%2 через 1 час после введе%
ния хлорида цинка, а также влияния ро%
ста концентрации МТ на выживаемость
клеток при действии солей токсичных
тяжелых металлов.
Материалы и методы
Культуру первичную культуру фе%
тальных фибробластов получали из пече%
ни шестнадцатидневного плода крысы по
общепринятому протоколу [8%11].
Для работы были использованы
следующие реактивы:
1. DPBS (Dulbecco’s Phosphate%
Buffered Saline) фосфатный буферный
солевой раствор Дульбекко.
2. Ростовая среда: питательная сре%
да DMEM/F12 500 мл — заменитель сы%
воротки Panexin NTA PAN Biotech, 50 мл,
раствор амфотерицина В, 1 мкг/мл алик%
воты 0,5 мг/мл, основной фактор роста
фибробластов (bFGF), рекомбинантний, 2
нг/мл аликвоты 1 мкг/мл, раствор гента%
мицина сульфата, 60 мкг/мл, 1 ампула/2
мл 4 % раствора, 200 мМ раствор L%глю%
тамина; аликвоты в 1 мл раствора Хэнк%
са.
Все манипуляции с биопсийным
материалом, культуральным средами и
растворами, а также культурами клеток
проводили в стерильных условиях в ла%
минарном боксе. Клеточные культуры в
культуральных флаконах инкубировали в
СО
2
%инкубаторе при температуре 37 ±
0,5°С, содержании СО
2 
5 % и влажности
93%98 %.
Растворы тяжелых металлов приго%
товлены путем взвешивания соответству%
ющих солей с растворением в бидистил%
лированной воде, подкисленной уксус%
ной кислотой до рН 5,0 для снижения
гидролиза. Перед введением в культу%
ральную среду все растворы стерилизо%
вали.
На первой стадии эксперимента
была проведена индукция МТ введением
в культуру хлорида цинка. Конечная кон%
центрация хлорида цинка в культураль%
ной среде была подобрана в серии пред%
варительных экспериментов таким обра%
зом, чтобы она при максимально возмож%
ной концентрации вызывала гибель или
изменения морфологии не более 15 %
клеток. Конечные концентрации Zn2+ в
культуральной среде составили 0,51; 1,53
и 5,09 мкмоль/л.
На второй стадии в культуральную
среду вводили разные дозы солей ТМ
через сутки после обработки культуры
цинком и изучали влияние предваритель%
ной индукции МТ на состояние клеток
после токсичного действия ТМ.
Для оценки экспрессии гена МТ%1а
и МТ%2 через 1 час после введения цин%
ка в культуральную среду использовали
метод количественной полимеразной
цепной реакции (ПЦР реального време%
ни) на системе «Quantitect SYBR green»
(Qiagen) по методике изложенной
Brettingham%Moore et al. [12].
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Для выделения РНК использовали
ультрачистую дистиллированную воду
(«Gibco%Invitrogen»), реагент для выделе%
ния РНК («TRIzol Reagent», cat no: 15596%
018. Invitrogen), дважды перегнанный
хлороформ, 75 % этанол, 2%пропанол.
Использовали реактивы квалификации
«ос.ч.» и следующее оборудование и при%
боры: охлаждающая центрифуга, микро%
пипетор, съемные наконечники на 10, 20,
200, 1000 мкл, микроцентрифуга «Вор%
текс», пробирки для центрифугирования
свободные от ДНК, РНК, РНК%азы (стери%
лизуются в автоклаве при 120 °С, 20 мин),
спектрофотометр NanoDrop.
Клетки, растущие в монослое, про%
мывали один раз PBS. Снятие клеток с
поверхности планшета проводили по
методике, описанной выше. Перед до%
бавлением реагента для выделения РНК
(Тризоль) осадок после центрифугирова%
ния тщательно пипетировали. Использо%
вали 1 мл реагента для выделения РНК
на (5%10) х106 клеток. Инкубировали го%
могенизированную пробу в течение 5%10
мин. при комнатной температуре для
полной диссоциации нуклеопротеиново%
го комплекса, затем добавляли 0,2 мл
хлороформа на 1 мл тризоля, тщательно
перемешивали на вортексе в течение 15
сек и инкубировали при комнатной тем%
пературе 2%3 мин. Центрифугировали
пробу при 12000 об/мин в течение 15 мин
при 4 °С. При центрифугировании смесь
разделяется на верхнюю водную фазу,
интерфазу, и хлороформ%феноловый ра%
створ (внизу). Водную фазу тщательно
переносили в чистую стерильную про%
бирку.
Осаждение РНК из водной фазы
проводили добавлением 0,5 мл изопро%
панола на 1 мл тризоля. Инкубировали 10
мин при комнатной температуре, а затем
центрифугировали при скорости не выше
12000 об/мин в течение 10 мин при 4 ° С.
После центрифугирования полностью
удаляли супернатант, промывали осадок
РНК 75 % этанолом, перемешивали на
вортексе и центрифугировали в течение
5 минут при 4 ° C (7500g), после чего
полностью удаляли этанол.
Осадок РНК в пробирке помещали
в вакуумный эксикатор, подсушивали 5%
10 мин., после чего растворяли осадок
РНК в 10%20 мкл ультрачистой дистилли%
рованной воды. Определяли концентра%
цию РНК в 1 мкл полученного раствора
спектрофотометрическим методом на
спектрофотометре NanoDrop и хранили
до момента ПЦР%анализа в заморожен%
ном виде при %80 ° С. Отсутствие приме%
сей ДНК в выделенной РНК доказывали
гель%электрофорезом в денатурирующих
условиях. Перед проведением электро%
фореза пробирки с РНК размораживали
в ледяной бане. Готовили раствор РНК
разведением ультрачистой водой до ко%
нечной концентрации 1000 нг/мкл. В ка%
честве контрольной РНК были использо%
ваны коммерческие препараты РНК «RNA
Mouse Brain from “Zyagen”» (кат. номер
MR%201%D1), и «RNA Mouse Hearth from
“Zyagen”» (кат. Номер: MR%801%H1) (http:/
/zyagen.com).
Перед внесением в лунку электро%
форетического геля, 1 мкл полученной и
разведенной до 1000 нг/мкл РНК смеши%
вали с 4 мкл ультрачистой воды и добав%
ляли 5 мкл «2X RNA Load Buffer» Thermo
ScientificTM производства компании
Thermo Inc., прогревали при 70 °С в те%
чении 10 мин, быстро охлаждали во льду
и наносили в лунку агарозного геля для
электрофореза по 10 мкл/лунку.
Электрофорез проводили при на%
пряжении 45 В, в 1 % агарозе с добав%
лением бромистого этидия как подкра%
шивающего флуорофора в количестве 10
мкл/100 мл геля. Буфер 1xTAE, pH 8,0 был
использован как для приготовления геля,
так и как электродный. Время прохожде%
ния электрофореза 2 часа. После окон%
чания электрофореза гель снимали и
переносили в УФ%камеру для записи
электрофореграммы.
На рис 1 представлена фореграм%
ма РНК, выделенной из клеточных куль%
тур после внесения солей ТМ в культу%
ральную среду. Из фореграммы видно,
что примесей ДНК в представленных об%
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разцах не обнаруже%
но.
Молекулярный
дизайн олигонукле%
отидных праймеров
проведен с исполь%
зованием материа%
лов базы данных
National Center for
B i o t e c h n o l o g y
Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov)
в программе BLAST%
PRIMER. Гены МТ%1
и МТ%2а крыс нахо%
дятся в 19 хромосо%
ме. С помощью про%
граммного обеспе%
чения сайта предло%
жено по 5 возмож%
ных олигонуклео%
тидных праймеров
для МТ%1а и МТ%2а. Исходя из поставле%
ных задач, нами был выбраны праймеры
с минимальным размером. Олигонукле%
отидные последовательности и данные
праймеров представлены на рис. 2.
В качестве внутреннего контроля
для стандартизации полученных данных
был использован «домашний ген» мРНК
в%актина, присутствующий в данном типе
клеток, относительно которого проводи%
ли измерение генов MT%1 и MT%2 [13], по%
скольку мРНК в%актина не изменяется
при введении цинка в культуральную сре%
ду. Синтез праймеров заказан и прове%
ден в Научно%производственной компа%
нии СИНТОЛ (Москва, Россия). Стандар%
тные кривые для MT%1 и MT%2 генов были
получены с использованием известных
конечных количеств каждого ПЦР продук%
та, которые затем были использованы
для определения количества копий ис%
ходной коллинеарной ДНК на основании
измерения пороговой величины флуо%
ресценции (C
T
).
Поскольку кинетика накопления
ампликонов в ходе Real time PCR напря%
мую зависит от числа копий исследуемой
матрицы, это позволяет проводить коли%
чественные измерения мРНК МТ [14].
Программа амплификации была следую%
щей: денатурация (95°C — 10 мин.), за%
тем амплификация и отжиг, со снятием
количественных показателей (92°C — 15
с., 60°C — 1 мин., с записью интенсивно%
сти флуоресценции). Всего было прове%
дено 35 таких циклов. Относительная
флуоресцентная единица (RFU) измере%
ния снималась на 3%7 циклах, и эта вели%
чина использовалась как значение в точ%
ке отсчета, которое вычиталось из полу%
ченных значений для всех остальных из%
мерений. В данных измерениях мы выб%
рали величину Ст как 0,01 RFU.
Результаты и их обсуждение
На рис. 3 представлены примеры
стандартных кривых амплификации генов
MT%1 и MT%2 по данным Real time PCR.
Чем больше концентрация соответству%
ющего мРНК в пробе, тем меньшее ко%
личество циклов требуется для появле%
ния соответствующей кривой.
Появление продукта PCR наблюда%
лось с 25 цикла амплификации при кон%
центрации цинка в культуральной среде
1,53 мкмоль/л. Данные Real time PCR
(табл. 1) показывают, что через 1 час
 
 
№ 
трека 
Название образца 
0 MR-201-D1 
1 0; контроль 
2 0,51 
3 1,53 
4 
Концентрация Zn2+ 
в культуральной 
среде, мкмоль/л 
5,09 
 Рис.1. Электрофореграмма выделенной РНК после обработки культур 
хлоридом цинка в соответствующей концентрации  
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Рис. 2. Данные о выбранных олигонуклеотидных праймерах для 
определения МТ-1а (А) и МТ-2 (Б) и β-актина (В) методом Real time PCR.  
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после введения цинка в культуральную
среду имеет место экспрессия генов MT%
1 і MT%2, которая зависит от концентра%
ции цинка в культуральной среде и носит
фазовый характер. При этом экспрессия
генов МТ%1а и МТ%2 происходит одновре%
менно, однако интенсивность этого про%
цесса выше для МТ%2.
Наиболее сильный рост наблюдает%
ся при концентрации цинка 1,53 мкмоль/
л. Возможно, при более высокой концен%
трации (5,09 мкмоль/л) включаются ме%
ханизмы блокирования проникновения
Zn2+ в клетку и активируются процессы
его выведения. Известно, что за поддер%
жание гомеостаза цинка в клетке отвеча%
ет большое количество белков, которые
вовлечены в транспорт и буферизацию
Zn2+, среди них, по крайней мере десять
членов семейства ZnT (Zn2+%транспортер)
[15], 15 членов семейства ZIP (например,
Zn2+%регулируемый металлотранспортер,
семейство SLC39 (подсемейство семей%
ства ZIP) железо%регулируемый металло%
транспортеро%по%
добный белок) [16].
Многие транспорт%
ные белки из семей%
ства ZIP%транспор%
теров включаются в
клеточный обмен
цинка. Так транспор%
тер Zrt3 в S.
cerevisiae, транс%
портирует цинк во
внутриклеточную
область в процессе
адаптации к дефи%
циту цинка. Напро%
тив, члены семей%
ства CDF обеспечи%
вают выход цинка из
клетки или способ%
ствуют транспорти%
ровке цинка во внут%
риклеточные ком%
партменты для хра%
нения, детоксика%
ции и/или выведе%
ния. Мы считаем,
что различные изоформы металлотионе%
ина — не связанного с мембранами под%
вижного белка — отвечают в клетке за
внутриклеточный транспорт цинка между
клеточными компартментами, т.е. играют
роль, близкую к роли шаперонов в транс%
порте меди.
Таким образом, проведенный экс%
перимент подтвердил, что введение
ионов Zn2+ в культуральную среду уже
через 1 час вызывает экспрессию генов
МТ, которая приводит к росту концентра%
ции МТ в клетках.
Для выяснения протекторной роли
МТ при действии на клеточную культуру
солей токсичных тяжелых металлов (ТМ)
нами был проведен следующий экспери%
мент.
Клеточная культура была культиви%
рована в 96%луночном планшете. В часть
лунок был введен хлорид цинка в разных
концентрациях для индукции синтеза МТ.
Через сутки после введения Zn2+ в лунки
в соответствии с прописью, представлен%
  
Рис. 3. Пример стандартных кривых амплификации генов MT-1 и MT-2 и 
полученный в процессе амплификации калибровочный график по данным 
Real time PCR в образцах клеточной культуры фибробластов печени крыс 
при действии различных концентраций цинка.  
 
 
Таблица 1 
Экспрессия генов МТ-1 и МТ-2 в клеточной культуре фибробластов печени 
крыс через 1 час после экспозиции хлоридом цинка, (по данным Real time 
PCR*) 
Экспрессия генов МТ-1 и МТ-2, 
относительно контроля 
 МТ-1а  МТ-2  
0; контроль 1,0 1,0 
0,51 2,16 2,99 
1,53 4,12 5,13 
Дополнительно 
созданная 
концентрация Zn2+ 
в культуральной 
среде, мкмоль/л 5,09 3,88 4,95 
Примечание: количественные показатели рассчитаны автоматически с помощью 
программы прибора. Данные приведены относительно интактного контроля.  
 
АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ТРАНСПОРТНОЙ МЕДИЦИНЫ  № 3 (33), 2013 г.
124
ACTUAL PROBLEMS OF TRANSPORT MEDICINE #3 (33), 2013
ной в табл. 2, вводи%
ли соли ТМ. Таким
образом, изучали
влияние предвари%
тельной индукции
МТ разными дозами
цинка на токсичес%
кое действие солей
ТМ. В качестве кон%
троля к каждой се%
рии использовали
клеточные культуры,
в которые цинк не
вводили, т.е. содер%
жание МТ в этих
клетках находилось
на базальном уров%
не.
Через 24 часа
проводили микро%
скопическое изуче%
ние цитологических
препаратов, а также
культуральной взве%
си клеток с подсче%
том количества жи%
вых клеток методом
проточной цитофлу%
ориметрии на проточном цитофлуори%
метре Attune производства “Life
Technologies”.
Количество живых клеток в каждой
лунке (усредненное по данным 3 парал%
лельных экспериментов, в % к общему
количеству клеток) приведено в табл. 2
Из анализа данных табл. 2 можно
сделать ряд выводов. Во%первых, без
предварительной индукции МТ кадмий
оказывается более токсичным, чем ртуть.
Эти данные хорошо согласуются с ре%
зультатами, полученными Beattie J.H. et
al. [17] в схожем эксперименте. Во%вто%
рых, индукция МТ путем предварительно%
го введения цинка в культуральную сре%
ду защищает клетки от воздействия кад%
мия и ртути неодинаково. Хотя количе%
ство живых клеток на фоне цинка при
всех действующих концентрациях Hg2+ и
Cd2+ достоверно выше, чем в группе без
введения цинка (р < 0,01), защита МТ от
воздействия кадмия достоверно более
эффективна, чем от воздействия ртути (р
< 0,01 при сравнении соответствующих
проб с одинаковыми концентрациями
цинка и токсичного ТМ).
В%третьих, Pb2+ гораздо менее ток%
сичен для клеточной культуры, чем Hg2+ и
Cd2+, а эффективность защиты при пред%
варительном введении цинка ниже, хотя
выживаемость клеток повышается на 8%
10 %. Вероятно, защитный эффект пред%
варительного введения цинка является
суперпозицией как минимум двух факто%
ров: во%первых, поскольку избыток цин%
ка не менее опасен для клеток млекопи%
тающих, чем недостаток [18], в предва%
рительно насыщенной цинком клетке
инактивируются высокоспецифичные
мембранные металлотранспортеры,
обеспечивающие поступление Zn2+ в
клетку (семейство Zip) и активируются
транспортеры, обеспечивающие его вы%
Таблица 2
Зависимость количества живых клеток в культуре фибробластов печени 
крыс после обработки солями ТМ от предыдущей индукции МТ 
(в% к общему количеству клеток)* 
Группа 0 Zn
2+, 0 
ТМ2+ 
0 Zn2+,  
0,13 Hg2+ 
0 Zn2+,  
0,36 Hg2+ 
0 Zn2+,  
1,26 Hg2+ 
0 Zn2+,  
0,13 Cd2+ 
0 Zn2+,  
0,36 Cd2+ 
0 Zn2+, 
1,26 Cd2+ 
% живых 
клеток  98,3 ± 1,1 8,2 ̉ ± 0,9 0 0 5,3 ± 1,1 0 0 
Группа  0 Zn
2+,  
1,09 Pb2+ 
0 Zn2+,  
3,28 Pb2+ 
0 Zn2+, 
10,92 Pb2+ 
0 Zn2+,  
1,73 Eu3+ 
0 Zn2+,  
5,18 Eu3+ 
0 Zn2+, 
17,27 Eu3+ 
% живых 
клеток   39,4 ± 2,8 25,7 ± 3,1 12,4 ± 1,2 98,7 ± 1,7  97,3 ± 1,4 92,5 ± 1,9  
Группа 0,51 Zn
2+, 
0 ТМ2+ 
0,51 Zn2+, 
0,13 Hg2+ 
0,51 Zn2+, 
0,36 Hg2+ 
0,51 Zn2+, 
1,26 Hg2+ 
0,51 Zn2+, 
0,13 Cd2+ 
0,51 Zn2+, 
0,36 Cd2+ 
0,51 Zn2+, 
1,26 Cd2+ 
% живых 
клеток  97,1 ± 1,1 38,5 ± 3,2 28,7 ± 2,9 4,3 ± 1,5 43,1 ± 2,7 36,1 ± 2,9 6,1 ± 1,1 
Группа  0,51  Zn
2+,
1,09 Pb2+ 
0,51 Zn2+, 
3,28 Pb2+ 
0,51 Zn2+, 
10,92 Pb2+ 
0,51 Zn2+, 
1,73 Eu3+ 
0,51 Zn2+, 
5,18 Eu3+ 
0,51 Zn2+, 
17,27 Eu3+ 
% живых 
клеток   43,2 ± 3,1 32,6 ± 2,4 16,7 ± 1,9 96,3 ± 1,9  92,3 ± 2,4 89,7 ± 3,1  
Группа 1,53 Zn2+, 0 ТМ2+ 
1,53 Zn2+, 
0,13 Hg2+ 
1,53 Zn2+, 
0,36 Hg2+ 
1,53 Zn2+, 
1,26 Hg2+ 
1,53 Zn2+, 
0,13 Cd2+ 
1,53 Zn2+, 
0,36 Cd2+ 
1,53 Zn2+, 
1,26 Cd2+ 
% живых 
клеток  88,6 ± 2,8 47,4 ± 2,9 30,9 ± 2,6 12,7 ± 1,8 54,5 ± 3,4 40,8 ± 3,1 9,1 ± 1,3 
Группа  1,53 Zn
2+, 
1,09 Pb2+ 
1,53 Zn2+, 
3,28 Pb2+ 
1,53 Zn2+, 
10,92 Pb2+ 
1,53 Zn2+, 
1,73 Eu3+ 
1,53 Zn2+, 
5,18 Eu3+ 
1,53 Zn2+, 
17,27 Eu3+ 
% живых 
клеток   41,0 ± 2,8 31,7 ± 2,2 11,7 ± 1,9 85,7 ± 1,8  81,1 ± 1,9 77,4 ± 2,2 
Группа 5,09 Zn
2+, 
0 ТМ2+ 
5,09 Zn2+, 
0,13 Hg2+ 
5,09 Zn2+, 
0,36 Hg2+ 
5,09 Zn2+, 
1,26 Hg2+ 
5,09 Zn2+, 
0,13 Cd2+ 
5,09 Zn2+, 
0,36 Cd2+ 
5,09 Zn2+, 
1,26 Cd2+ 
% живых 
клеток  83,4 ± 2,1 39,1 ± 3,1 19,2 ± 2,7 1,7 ± 0,8 53,5 ± 3,3 34,7 ± 2,4 2,1 ± 0,8 
Группа  5,09 Zn2+, 1,09 Pb2+ 
5,09 Zn2+, 
3,28 Pb2+ 
5,09 Zn2+, 
10,92 Pb2+ 
5,09 Zn2+, 
1,73 Eu3+ 
5,09 Zn2+, 
5,18 Eu3+ 
5,09 Zn2+, 
17,27 Eu3+ 
% живых 
клеток   33,0 ± 3,5 24,1 ± 2,9 3,7 ± 0,9 79,9 ± 2,1 76,1 ± 2,9 72,4 ± 2,5 
* Название группы – концентрация соответствующих ионов ТМ в культуральной среде, 
мкмоль/л 
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ведение (семейство ZnT). Семейства ZnT
и Zip транспортеров демонстрируют уни%
кальную тканеспецифическую экспрес%
сию, дифференциальное реагирование
на дефицит или избыток цинка в диете, а
также физиологические стимулы с помо%
щью гормонов и цитокинов. Кроме того,
инактивируется транспортер DMT1
(Транспортер двухвалентных металлов 1),
который осуществляет перенос ионов
железа, цинка, меди, марганца и кобаль%
та, свинца и кадмия через мембрану по
механизму, связанному с транспортом
протонов [19]. Дея%
тельность этих
транспортеров регу%
лируется в ответ на
концентрацию цинка
по транскрипцион%
ному и пост%транс%
крипционному меха%
низму поддержания
гомеостаза цинка
как на клеточном,
так и на организ%
менном уровнях
[20]. Поскольку мы
считаем, для транс%
порта свинца в клет%
ку используются
транспортные пути
эссенциальных ме%
таллов, инактивация
этих транспортеров
и снижение их коли%
чества затрудняют
проникновение Pb2+
внутрь клеток, соот%
ветственно снижая
его токсическое
действие. Во%вто%
рых, играет место
кинетический фак%
тор при конкурент%
ном взаимодей%
ствии Pb2+ и Zn2+ с
молекулярными ре%
цепторами, опреде%
ляющий большую
скорость связыва%
ния Zn2+ с рецепто%
ром в силу более высокой его концент%
рации в соответствии с уравнением
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][
][][
][][
][][
][][
2
2
2
2
2
2
22
22
.2
.1
.
.
.2.
.1.
















Pb
Zn
рецPb
рецZn
рецPb
рецZn
рецPbрецPb
рецZnрецZn
C
C
k
CCk
CCk
v
v
CCkv
CCkv
,
Где 2ZnC  и 2PbC  — соответствую%
щие локальные молярные концентрации
вблизи рецептора, 1k  и 2k  — соответ%
 
Рис. 4. Микрофотография клеточной культуры (Ув. х 200) и результаты 
проточной  цитофлуориметрии фибробластов фетальной печени крысы 
через 24 часа после добавления в культуральную среду раствора цинка до 
концентрации 1,53 мкмоль.  
 
 
Рис. 5. Микрофотография клеточной культуры (Ув. х 200) и результаты 
проточной  цитофлуориметрии фибробластов фетальной печени крысы 
через 24 часа после добавления в культуральную среду раствора цинка до 
концентрации 5,09 мкмоль/л.  
 
 
Рис. 6. Микрофотография клеточной культуры (ув. х 200) и данные 
проточной цитофлуориметрии после культивирования фибробластов в 
течение 24 часов в присутствии  сульфата кадмия в концентрации 0,36 
мкмоль/л на фоне введенного в культуральную среду хлорида цинка в 
концентрации 1,53 мкмоль/л.
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ствующие константы скорости связыва%
ния Zn2+ и Pb2+ с рецептором.
По сравнению с концепцией меха%
низма токсичности ТМ, определяемой
блокированием сульфгидрильных групп
белков [21], современная концепция до%
полнительно учитывает общность транс%
портных путей, опосредованное влияние
на генетический аппарат клеток, а также
конкурентные взаимодействия между эс%
сенциальными и токсичными металлами
при связывании с рецепторами.
Наиболее показательные микрофо%
тографии и скатограммы клеточных куль%
тур приведены на следующих рисунках.
На рис. 4 пока%
зана фотография
клеточной культуры
после добавления в
культуральную сре%
ду хлорида цинка до
концентрации 1,53
мкмоль/л.
Как видно из
рисунка 4, количе%
ство живых клеток
составляет 88, 6 %.
При введении
более высокой кон%
центрации цинка ко%
личество живых кле%
ток немного умень%
шается, и, составля%
ет 83,4 %, что хоро%
шо видно на рисун%
ке 5.
В то же время,
через 24 часа после
добавления сульфа%
та кадмия, на фоне
введенного ранее
хлорида цинка ха%
рактер скатограммы
меняется. Наблюда%
ется уменьшение
количества живых
клеток, их форма и
размер меняются.
Общее содержание
живых клеток по данным проточной ци%
тофлуориметрии составляет (см. рис. 6)
– 40,84 %.
Культивирование клеток в присут%
ствии сульфата кадмия, без предвари%
тельной обработки сульфатом цинка при%
водит к гибели клеток (см. рис. 7, табл.
2).
Приблизительно такой же результат
наблюдается в случае культивирования
клеток в присутствии ацетата ртути, без
предварительной обработки клеток суль%
фатом цинка.
Как видно из рис. 8, практически
все клетки погибли, подверглись некро%
  
Рис. 7. Микрофотография клеточной культуры (Ув. х 200) и данные 
проточной цитофлуориметрии культивирования фибробластов через 24 часа
после добавления в ростовую среду сульфата кадмия в концентрации 0,32 
мкмоль/л без предварительной обработки сульфатом цинка.  
 
  
 Рис. 8. Микрофотографии клеточной культуры (ув. х 200) и данные 
проточной цитофлуориметрии через 24 часа культивирования клеток в 
растворе ацетатата ртути (0,13 мкмоль/л Hg2+ ), без предварительной 
обработки сульфатом цинка и  
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тическим изменени%
ям. В растворе по%
является большое
количество клеточ%
ного детрита, клетки
округлены, частично
лизированы. В этом
случае практически
нельзя выделить ка%
кие%либо субпопуля%
ции, облако на ска%
тограмме не имеет
четких границ.
Однако, если
происходит культи%
вирование фиброб%
ластов в присут%
ствии ацетата ртути
на фоне сульфата
цинка, то наблюда%
ется картина выжи%
вания значительно%
го числа клеток. При
этом, количество
живых клеток со%
ставляет 47,4 %, что
хорошо иллюстрируют рис. 9.
Сравнение рис. 8 и 9 показывает
высокую цитопротекторную роль предва%
рительного введения цинка, который
вызывает индуктивный синтез металло%
тионеина.
Из всех протестированных метал%
лов наименее цитотоксичен Eu3+ (рис.
10). Наш интерес к этому металлу выз%
ван перспективной возможностью его ис%
пользования в качестве люминесцентно%
го зонда при исследовании клеточного
транспорта ТМ.
Как впервые показано нами, цинк не
оказывает заметного протекторного дей%
ствия при введении соли Eu(NO
3
)
3, 
что,
вероятно, может свидетельствовать о
том, что для транспорта европия в клет%
ку не используются мембранные транс%
портеры цинка, и не происходит прочно%
го связывания Eu3+с МТ. Полученные дан%
ные укладываются в предлагаемую нами
концепцию клеточного транспорта метал%
лов, в соответствии с которой размер
иона, степень его гидратации, заряд, сте%
хиометрия и прочность образуемых с
белками и другими лигандами комплек%
сов определяет транспортные пути неэс%
сенциальных металлов. Возможно, евро%
пий в клеточном транспорте будет ис%
пользовать для преодоления липидных
мембран пути железа. Однако, этот воп%
рос требует дальнейших исследований.
Выводы
Таким образом, эксперимент, про%
веденный на культуре фибробластов
фетальной печени крысы, позволил пока%
зать, что при поступлении цинка в клетки
наблюдается дозозависимая экспрессия
генов МТ, которая носит фазовый харак%
тер. Максимальной степени индукции МТ
соответствует наибольшая выживае%
мость клеток при воздействии ионов Cd2+
и Hg2+. При этом свой вклад в протектор%
ное действие предварительного введе%
ния цинка вносит увеличение концентра%
ции Zn2+ вблизи соответствующих рецеп%
 Рис. 9. Микрофотография и данные проточной цитофлуориметрии клеточной
культуры после культивирования фибробластов  в течение 24 часов в 
присутствии ацетата ртути (0,13 мкмоль/л Hg2+ ) на фоне сульфата цинка 
(1,53 мкмоль/л Zn2+) . Ув. х 200. 
 
  
Рис. 10. Микрофотография клеточной культуры после культивирования 
фибробластов в течение 24 часов в присутствии 5,18 мкмоль/л Eu3+  (А) и 
5,18 мкмоль/л  Eu3+ на фоне 1,53 мкмоль/л Zn2+ (Б). Ув. х 200 
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торов, что особо важно при конкуренции
за связывание с ними между токсичны%
ми и эссенциальными металлами. Кроме
того, результаты косвенно свидетель%
ствуют о том, что введение цинка влияет
на активность металлотранспортной си%
стемы в целом, в том числе, на актив%
ность мембранных транспортеров.
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Резюме
ДОСЛІДЖЕННЯ ЕКСПРЕСІЇ ГЕНІВ
МЕТАЛОТІОНЕЇНУ В КУЛЬТУРІ КЛІТИН
ФІБРОБЛАСТІВ ПЕЧІНКИ ЩУРІВ ТА ЇЇ
РОЛІ У ВИЖИВАНОСТІ КЛІТИН ПРИ
ЕКСПОЗИЦІЇ ВАЖКИМИ АМИ
Пихтєєв Д.М., Пихтєєва О.Г., Большой
Д.В., Самойленко Т.В., Яременко К.М.
В експерименті на культурі фіброб%
ластів фетальної печінки щурів методом
Real time PCR показано, що у при вве%
денні в культуру хлориду цинку до кінце%
вих концентрацій у культуральному сере%
довищі 0,51; 1,53 і 5,09 мкмоль/л, вже
через годину реєструється експресія
генів металотіонеїну МТ %1а і МТ %2. Екс%
пресія максимальна при концентрації
1,53 мкмоль/л. Попередня індукція син%
тезу металотіонеїну підвищує виживання
клітин при введенні в культуральне сере%
довище солей важких металів (Hg (NO
3
)
2
;
Eu(NO
3
)
3
; Pb(OОCCH
3
)
2
; CdSO
4
). Захист
максимально ефективний при дії солей
кадмію та ртуті і залежить від кількості
попередньо введеного цинку. Найменш
токсичним виявилася сіль Eu(NO
3
)
3
, при
дії якої протекторної дії металотіонеїну не
спостерігали, ймовірно через відмінності
у механізмах транспорту Eu3+ та Zn2+, Hg2+,
Cd2+.
Ключові слова: металотіонеїн, експре3
сія генів, культура фібробластів фе3
тальної печінки щурів.
Summary
METALLOTHIONEIN GENE EXPRESSION
STUDIES IN CELL CULTURE OF
FIBROBLASTS RAT LIVER AND ITS ROLE
IN CELL SURVIVAL DURING HEAVY METAL
EXPOSURE
Pykhteev D.M., Pykhteeva E.G., Bolshoy
D.V., Samojlenko T.V., Yaremenko E.N.
In experiment on fibroblasts culture of
fetal rats’ liver the Real time PCR method
showed that on condition of injection of zinc
chloride into culture until final concentration
0,51; 1,53 and 5,09 micromole/l in culture
medium metallothionein genes’ МТ%1а and
МТ%2 expression is registered already in an
hour. The expression reaches its maximum
upon concentration 1,53 micromole/l.
Preliminary induction of metallothionein
synthesis increases survivance of cells on
condition of injection of salts of heavy metals
(Hg(NO
3
)
2
; Eu(NO
3
)
3
; Pb(OОCCH
3
)
2
; CdSO
4
)
into culture medium. The maximum efficient
protection is observed under action of
cadmium and mercury salts and depends on
quantity of previously added zinc. The salt
Eu(NO
3
)
3 
appeared to be the least toxic,
under action of the latter protective behavior
of
 
metallothionein was not observed,
probably due to the differences in transport
mechanisms of Eu3+ and Zn2+, Hg2+, Cd2+.
Keywords: metallothionein, genes’
expression, fibroblasts culture of fetal
rats’ liver.
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